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スパイス及びその精油が微生物に対して婚殖阻害・殺
菌作用を示すことは既に知られており 1・2ヘまた最近.
合成食品添加物の安全性が問題になっていることから積
物起源であるスパイス類の利用が注目されつつある。し
かし.スパイスとその成分の抗菌性に対する相互関係や
スパイスの阻害機構などはまだあまり明らかにされてい
ない。そこで著者らは腐敗菌に対するスパイスの抗菌作
用 ・機構を解明し，他の因子との相互関係や相乗効果を
知ることにより食品への応用を試み，安全性や保存性を
高めることが望ましいと考えている。
BeuchatはVibrioparαhaemolyticusに対して，ス
パイス類が増殖阻害作用を示し，ホースラディシュが僅
かに，またマスタードが中程度の阻害カを持つことを報
告3)し， Alt'manらはStaphylococcusaureusに対し
てホースラディシュが強い阻害カを示すことを報告して
いるり。また，ワサビ.カラシの精油の主成分はAllyl
isothiocyanate (以下AITと省略)であり，.へ抗菌
性があるとされている'・的。
そこで，著者らは日本で日常よく使用されている市販
の粉ワサビ，カラシ粉及びAITについて検討を行った。
カラシ粉は黒カラシと白カラシの種子の脱脂粉末を混合
したもので，粉ワサビはホースラディシュの乾燥粉末に
カラシ粉を加え，着色したものと言われている。本研究
ではスパイスのアルコール抽出液の増殖阻害作用を検討
すると共に，そのAIT含量を逆相HPLCで定置し.そ
の結果をもとにスパイス摘出液と同一濃度のAITについ
ても増殖阻害作用を比較検討した。
実験方法
1.スパイス抽出液
粉ワサビ.カラシ粉(ハウス食品工業〉のそれぞれ3
gに対して370Cの蒸留水2mlを加えてよく練った後，
370Cに1時間保温して生成AIT量を最大とし，さらに85
%エタノールlOmlを加えてよく撹搾し， 370C， 1時間
抽出した。他出後. 3000r.p.m.30分間違心分離し，上
清を20%抽出液とした。
2.逆相HPLCによるAITの定量
スパイスの20%抽出液は予めメタノール，ついで水で
洗浄したSEP-PAK C l'カートリッジ (WatersCO.) 
で前処理を行った。即ち.20%他出液を4倍容の水で5
倍希釈し，その4mlを洗浄済みカートリッジに吸着さ
せ， 30%メタノール4mlで洗浄後， メタノールで溶出
させ，浴出括支を10mlにし，メンプランフィルター (0.45
μm)で除塵後HPLCに供した。なお.SEP-PAK処
理におけるAITの回収率は98.7%であった。
HPLCは目立655-1型，カ ラムは目立ゲル替3011-0
(4ゆX150mm)を450C恒渇で，移動相にはメタノール
を用い，流選は1.∞ml/min.検出は大塚電子製MCP
D-3500を用いて波長190-400nmで走査した。標準標品
としてはAIT(和光純薬工業)をメ タノールに溶解した
ものを用いた。
3.抗菌性
対象菌としてEscherichiacoli IFO 3301. Staphy-
lococcus αureus IFO 3761. Proteus lJulgαris IFO 
3851. Pseudomonas fragi IFO 3458. Ps. aerugi-
nosαIFO 3755を用い，前培養として酵母エキス， ポ
リペプトン，グルコース各 1%.食纏0.1%. pH7.0の
培地で.30<C. 22-24時間静置培養したものを接種菌と
した。次に肉エキス，ポリペプトン，グルコース各1%.
食極0.1%.pH7.0の基礎培地5mlをアルミニウムキャッ
プ付き15φX150mm試験管に取り滅菌後. 20%抽出液
またはAITを70%エタノールに溶解したもの0.025-0.2
???、
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2 .粉ワサビ・カラシ粉の抗菌性
まず.Stα:ph. aureusに対するスパイスの抗菌性を
Fig.1の増殖曲線で示した。スパイス拍出液の培地へ
の添加量はスパイスに換算して%で，培地中のAIT量は
ppmで示している。無添加をコントロールとし. (a)は
コントロールとスパイス抽出液及びAIT添加時に溶媒と
して同時に加えられるエタノールの量大量，即ち培地中
濃度2.8%の場合を示す。 (b)は粉ワサビまたはそれに対
応する問ー濃度のAITを添加したものである。 (c)は問機
にカラシ粉またはAITを添加したものである。まず，エ
タノールのみの影響をみてみると，この濃度まではほと
んど影響は無かった。粉ワサビでは添加量に応じてlag
hmeが延長され.0.1%添加で24時間(図には示さなかっ
た). 0.4%で57時間となり.0.8%では4日間生育は見
られなかった。 AITの場合も同様の傾向があったが，
lag timeの延長は粉ワサビに比べてかなり小さく，粉
ワサビ0.4%に相当するAIT26ppmで34時間.0.8%に
相当するAIT52ppmでも47時間のlagtimeであり，
粉ワサビとAITの差は濃度に応じて開いた。
物食
mlを無菌的に添加後，菌を10・Imlとなるように接種し，
300C.毎分120回往復で振彊培養した。増殖は. SPEC-
TRONIC 20A (島津. Bausch & Lomb製)で測定
し，波長600nmの透光率で示した。
また.AIT添加量はHPLCの定量結果より，各抽出
液中含量と同一濃度となるようにして，比較した。
実験結果と考察
l.逆相HPLCによるAITの定量
粉ワサビ及びカラシ粉抽出液中のAITは移動相にメタ
ノールを用いることにより良好な分離を得た。 AITは最
大吸収波長245nmで、RT2.38minのピークとして得られ，
標準AITと比較するとRT及び吸収スペクトルが一致す
ることによりこのピークはAITであると言忍めた。また，
245nmでの吸光度のピーク面積法で定量したところ，
粉ワサビ抽出液中のAIT含量はロットにより幾分変動し
たが.1.l-1.3mgl ml.粉ワサビに換算すると5.5-
6.5mgl g. カラシ粉抽出液では1.6-2.0mglml. 
シ粉に換算すると8.0-10.0mglgであった。
カラ
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Fig. 1. Effect of spices and AIT on the growth of Staph. aureus. ・.control. 
(a) 人 2.8%ethanol. 
(b)・.kona-wasabi 0.4%; 
(c) karashi-ko 0.4 %; 
( 2 ) 
•• 0.8%; ・.0.8%; 
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示した。 2.8%エタノールはlagtimeには影響はないが，
定常期における濁度の低下がみられ，それはここには示
さなかったがほぼエタノール濃度に応じていた。粉ワサ
ビ，カラシ粉添加ではやはり添加量に応じてlagtime 
の延長が見られ，また，それに相当するAIT添加でも同
様の傾向が見られたが，その差は小さかった。 Staph.
aureusと同様にAIT以外の成分が阻害に関与している
が，その度合は低いものと思われた。また.AIT添加で
は定常期における濁度の低下が見られ，これは溶媒に用
いたエタノールの影響が大きいと考えられる。逆に粉ワ
サビ，カラシ粉ではこの低下が見られず，エタノールの
効果を打ち消す因子があると考えられる。
次に.Pro. vulgarisについて検討した結果をFig.3
に示した。エタノールのみの影響はEsch.coliとほぼ
問機の傾向にあった。この菌の培殖に対する阻害力は強
く，粉ワサビの場合0.2%で47時間， 0.3%で60時間(図
には示していない)， カラシ粉の場合0.2%で50時間，
0.4%で72時間増殖を抑制し，それ以上の濃度では 4日
間生育が見られなかった。また， AIT添加の場合.粉ワ
カラシ粉の細菌増殖阻害金丸他.粉ワサビ，
一方，カラシ粉添加でも同様の傾向があったが，粉ワ
サビより阻害力は小さく. 0.8%添加でも69時間のlag
hmeの後，コントロールと間程度に増殖した。同一濃
度のAITと比較すると粉ワサビとAITの差ほどではない
が， AITに比ベカラシ粉の限筈力は大であった。粉ワサ
ビの阻害力がAITに比べかなり大きいことよりAIT以外
の成分が明らかに阻害に関与していると示唆される。ま
た，カラシ粉とAITについても粉ワサビの場合ほどでは
ないが. 同様の傾向があった。 ホースラディシュの
AIT以外の簿発性硫黄化合物としては3-Butenyliso-
thiocyanateと β-Phenety 1 isothiocy ana teがそれぞ
れ重量比でAITの4/100および6/100程度含まれ，黒
カラシには3-ButenylisothiocyanateがAITの5/100
程度含まれることが報告されている日。また，これらイ
ソチオシアネート類の抗菌作用は比較的類似している引
ので，日昼害に関与するAIT以外の成分としてはイソチオ
シアネー卜類以外の未知成分が考えられ， これについて
は今後の検討課題と考える。
同様にFig.2にEsch目 coliについて検討した結果を
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Fig. 2. Effect of spices and AIT on the growth of Esch. coli. ・，control. 
(a) .， 2.8% ethanol. 
(b)・，kona-wasabi 0.4%; 
(c) .， karashi-ko 0.4%; 
(3) 
.， 0.8%; ・，0.8%; 
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Fig.3. Effect of spices of and AIT on the growth of丹o.vulgaris. ・.control. 
(a) ム 1.4%ethanoL 
(b)・.kona-wasabi 0.2%;・.0.4%; O. AIT 13ppm; ロ.26ppm. 
(c) • • karashi・ko0.2%; 0.4%; O. AIT 18ppm; ロ.36ppm. 
サビ0.4%に相当する26ppmでは54時間培殖を抑制した。
図示していないが0.6%に相当する39ppmでも即時間後
に生育が見られた。同一濃度のAITと粉ワサビを比較す
ると粉ワサビの方が阻害力がかなり大きし AIT以外の
成分が限害に大きく関与していることがわかった。カラ
シ粉とAITにおいても粉ワサビ程ではないが問機の傾向
があった。 また，粉ワサビ，カラシ粉.AITのいずれ
の添加時にも定常期における濁度の低下が少々見られる
が，これはエタノールの影響もあると思われる。
一方.Ps. frαgiに対する粉ワサビ，カラシ粉の阻害
力はFig.4に示すように他の菌に対する場合よりも大
きかった。特にカ ラシ粉の阻害力が大きく. 0.2%でも
72時間増殖を阻止した。また，同一濃度のAITと比較す
ると，カラシ粉の場合はAITに比べlagtimeの延長は
大きく，濃度に応じてその差は増加し.AIT以外の成分
が阻害に大きく関与しているものと思われる。逆に粉ワ
サビの場合は粉ワサビ0.3%で52時間，それに対応する
AIT 19.5ppmで59時間増殖を抑制し，むしろAITの方
が幾711agtimeの延長が大きく， この場合.AIT、の阻
( 4 ) 
害力を打ち消す因子があるかとも思われる。
最後にPs.aeruginosαに対しでも，粉ワサビ，カラ
シ粉.AITのいずれを添加した時にもFig.5に示すよ
うに濃度に応じたlagtimeの延長が見られたが.同一
濃度のAITとスパイスのlagtimeの差はあまり無く，
AITが抗菌作用の大部分を占めていると恩われる。
以上の実験において，スパイス添加量(%)またはA
IT添加量 (ppm)をX. その時のlagtimeの長さをY
(時間)とすると(1)式が成立し，相関係数は0.98以
上でいずれも有意であった。
log Y = a + b log X ( 1 ) 
Table 1に菌ごとに各スパイスまたはAITを用いた時
のa.bとそれぞれの相関係数を示した。これよりTable
2に24時間あるいは48時間増殖を抑制するのに必要な培
地中濃度をスパイスは%で. AIT はppmで示し，また
スパイスの場合( )内にそれに含まれるAIT量を
示した。カラシ粉とAITは5種の菌のうちではPro.
vulgαnsとPs.frαg!を最も強く 阻害し，粉ワサビはこ
の2種の菌に加えてStα:ph.αureusも強く阻害した。
-5-カラシ粉の細菌地殖阻害金丸他 :粉ワサビ，
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Fig. 4. Effect of spices and AIT on the growth of Ps. fragi. ・，control. 
(a) 人 0.7%ethanol. 
(b)・，kona-wasabi 0.1 %; 
(c) .' karashi-ko 0.1 %; 
_，0.3%; ・，0.2%; 
Table 1. Regression equations between lag time for bacterial growth and 
concentration of kona-wasabi， karashi-ko or AIT in the medium. 
AIT Karashi-ko Kona-wasabi 
r 
Stα:ph.αureus 
Esch.coli 
Pro.uulgαris 
Ps.fragi 
Ps.αeruginosa 
0.9857 
0.9852 
0.9901 
0.9885 
0.9930 
b 
0.613 
0.594 
0.621 
0.861 
0.838 
a 
0.615 
0.650 
0.867 
0.645 
0.429 
r 
0.9943 
0.9972 
0.9851 
0.9998 
0.9891 
b 
0.563 
0.601 
0目573
1.139 
0.865 
a 
1.878 
1.867 
2.098 
2.653 
2.061 
r 
0.9800 
0.9955 
0.9982 
0.9945 
0.9984 
b 
0.643 
0.761 
0.645 
0.826 
0.957 
a 
2.047 
1.841 
2.117 
2.165 
2.012 
AIT : Allyl isothiocyanate 
logY= a + b logX 
Y : lag time (hr) 
X : the concentration of spices (%) or AIT (ppm) 
r : the correlation coefficient 
( 5 ) 
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Fig.5. Effect of spices and AIT on the growth of Ps. aeruginoSl1. 
(a) 久 1.4%ehtano1. 
(b)・.kona-wasabi 0.2%; 
(c)・.karashi-ko 0.2%; 
- 6 -
??
?
岩50:z: 
唱団E
トー
ト・
2 
もの:z: 
c c: 
炉ー
? ?
4 2 
ロ.26ppm;
ロ.27ppm.
O. AIT 13ppm; 
O. AIT 18ppm; 
..0.4%; ・.0.3%; 
Table 2. Concentration of kona-wasabi. karashi・koor AIT in the medium to 
prohibit bacterial growth for 24 hr or 48 hr. 
48hr 24hr 
AIT Kona-wasabi Karashi-ko 
% % 
AIT Kona-wasabi Karashi-ko 
% % ppm 
Staph.αureus 54.回0.447 
(40.23) 
0.270 
(17.55) 
ppm 
17.70 0.130 
(11.70) 
0.0918 
( 5.97) * 
54.41 0.490 
(44.10) 
0.616 
(40.04) 
16.94 0.155 
(13.95) 
0.248 
(16.12) 
Esch.coli 
20.45 0.187 
(16.83) 
0.211 
(13.72) 
6.70 0.0558 
( 5.02) 
0.0720 
( 4目68)
Pro. vulgaris 
15.97 0.140 
(12.60) 
0.259 
(16.84) 
7.14 0.0763 
( 6.84) 
0.112 
( 7.28) 
Ps.fragi 
31.19 0.364 
(32.76) 
0.451 
(29.32) 
13.64 0.163 
(14.67) 
0.219 
(14.24) 
Ps.αerugLnOSα 
(6) 
AIT : Allyl isothiocyanate 
本 ( ) ppm of AIT contained in spices. 
金丸他:粉ワサビ，カラシ粉の細菌精殖阻害 - 7 -
またAITレベルで比鮫すると，一般に粉ワサビ，カラシ
粉の方がAIT自身より少量で効果があり，この表の値か
らもスパイス中のAIT以外の未知成分が阻害に関与して
いることが示唆される。なお，Ps. fragiに対する粉ワ
サビとPs.aeruginosαに対するカラシ粉の場合はAIT
と大差なかった。また，紛ワサビとカラシ粉を比較する
と，一般にはAITで10-20%の差であったが，Stαph. 
aureusに対しては，粉ワサビの方が明らかに少扱で有
効であり，粉ワサビ中に本簡の増殖を強く阻害するAIT
以外の成分の存在が考えられる。
また実際の食品に用いてその抗菌作用を期待する場
合には，培養培地より高濃度を要する場合もあり則，ま
た，複数の微生物が関与するので，他の因子との併用な
どにより抗菌力を高める必要がある。そこで，粉ワサビ
と他の因子との併用による細菌増殖阻害効果について次
回検討したい。
要 約
逆相HPLCの定量により，粉ワサビ20%摘出液中の
AIT含量は1.1-1.3mg/ml，粉ワサビに換算すると5.5
-6.5mg/ g，また，カラシ粉20%抽出液では1.6-2.0
mg/ ml，カラシ粉に換算すると8.0-1O.0mg/gであっ
'・，~。
粉ワサビ，カラシ粉もしくはAITの5穏の細薗の地殖
に対する阻害を調べるためにプイヨン培地にこれらの l
穫を加え，振盗培養して濁度で調べた結果では，添加量
に応ずるlagtimeの延長が見られ，場合によ っては定
常期における濁度の低下も見られた。そして，その阻害
の程度やAITとそれに相当震の粉ワサビ，カラシ粉の限
客の差は菌種によってかなり差異が見られた。実験に周
いた5種の細菌のうち，阻害を一番受けやすいのはPs.
fragiとPro目 vulgarisで，次いでPs.aeruginosαが
阻害を受けやすく ，Esch. coliとStaph.aureusは比
較的阻害を受けにくかった。また，粉ワサビ，カラシ粉
の阻害に対するAITの関与はPs.fragilこ対する粉ワサ
ビ，Ps. aeruginosaに対するカラシ粉の湯合を除いて
は，抽出液中のAIT以外の成分が阻害に多少とも関与し
ており，また，Ps. fragiに対しては粉ワサビ抽出液中
のAIT以外の成分が，Ps. aeruginosαlこ対してはカラ
シ粉他出液中のAIT以外の成分がAITの阻害力を抑制あ
るいは菌の増殖を促進していると想、われる結果を得た。
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Summary 
Bacterial growth inhibition by extract of two commercial spices， kona-wasabi (powder of horseradish) and karashi-
ko (mustard powder)， and their m勾orpungent component， alyl isothiocyanate (AIT) was investigatcd. 
AIT was cxtractcd with ethanoI from paste of the spice which was incubated for 1 hour at 37'C for myrosinase 
action. AIT in the extract was determined by reversed phase HPLC using methanoI as a mobile phase， and the contents 
in kona-wasabi and karashi-ko were 5.5 -6.5 mg/g and 8.0 -10.0 mg/g， respectively. Bacteria were cultured in 
nutrient broth contained the inhibitor at 30 .c， and the growth was determined with turbidimetry. 
Comparisons of the inhibitory effect of the extract and AIT on the bacterial growth were examined with Escherichia 
ωli， Staphylococcus aureus，介oteusvulgaris， Pseudomonas fト'agiand Ps. aeruginosa as test organisms by shaking cultl，re. 
Extention of Iag time in the growth was proportionaI to the concentration of the extract or AIT in the medium， and 
the turbidity on the stationary phase was sometimes decreased by these inhibitors. Of these bacteria， Ps.fragi and fヤ'0.
vulgaris were most sensitive to thes巴 inhibitors. Comparison of the inhibitory activity of the extract with that of 
AIT equivalent to the extract showed that both of spice extract were more intensive than AIT， except for the cases 
of kona-wasabi toPs. fトagiand karashi-ko to Ps. aeruginosa. 
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